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1. BEVEZETÉS
1.1. V É N Á S  T H R O M B O E M B O L IÁ S  M E G B E T E G E D É SE K R E  VO N ATKO ZÓ  IN C ID E N C E  A DA T O K
A  thromboemboliás megbetegedések világszerte vezetik a mortalitási statisztikákat. 
Epidemiológiai adatok szerint a mélyvénás thrombosis éves gyakorisága az átlag populációban kb. 
160/100.000, az életkor előrehaladtával növekszik. A  pulmonalis embólia tünetekkel járó, de nem fatális 
formájának gyakorisága 20/100.000 lakos évente, a halálos kimenetelű, boncolással diagnosztizált 
formáé 50/100.000 lakos. A  pulmonalis embólia ma is a kórházi betegek vezető haláloka. A  krónikus 
vénás elégtelenség incidenciája 3 évvel a mélyvénás thrombosist követően 35-69%, míg 5-10 év múlva 
49-100% (a thrombosis kiterjedésétől függően).
Magyarországon évente több százezren szenvedik a thrombosis következményeit é s hazai 
irodalmi adatok alapján a thromboemboliás megbetegedésekből származó halálozás 20/100.000 lakos. 
A  vénás betegségek mortalitása hazánkban az utóbbi két évtizedben gyakorlatilag megduplázódott.
U .  A  TH RO M BO PH IL IA  F O G A LM A  É S  Ö R Ö K L Ő D É SE  A  M O N O G É N E S  FO RM ÁTÓ L A  
M U LT IG ÉNESIG
Korábban a thrombophilia fogalma alatt veleszületett thrombosis készséget értettek é s az 
először fölismert inhibitor defektusok (antithrombin-, protein C  é s protein S  hiány, dysfibrinogenaemiák) 
okozta fokozott thrombosis készség leírására alkalmazták. Ezek az öröklött véralvadási 
rendellenességek önmagukban, szerzett rizikó tényezők jelenléte nélkül is hajlamosítanak 
thromboemboliás megbetegedések kialakulására és ismétlődésére. Klinikai jellemzőik a fiatal 
életkorban fellépő, ismétlődő, szokatlan lokalizációban jelentkező, gyakran családi halmozódást 
mutató elsősorban vénás thromboemboliák. Egeberg és mások munkái alapján gondolkodásunk az 
irányba terelődött, hogy a thrombophilia egy gént érintő, un. monogénes megbetegedés, autoszom 
domináns módon öröklődik, inkomplett penetranciával. Ezt az elképzelést 15-20 évvel később tovább 
támogatták azok a közlemények, melyek leírták a protein C  és a protein S  hiányt, valamint az ezekkel 
járó fokozott vénás thromboembolia rizikót.
A  familiáris thrombophiliák monogénes öröklődése először 1985 táján kérdőjeleződött meg, 
amikor kiderült, hogy herediter protein C  hiány esetén a heterozigóta családtagok egy része egész 
életében tünetmentes marad (ez autoszóm domináns öröklődés esetén nem lenne lehetséges). Mintha 
valamilyen egyéb tényező (rizikó faktor vagy másik genetikai zavar) jelenléte is szükséges lenne a 
betegség manifesztálódásához. Két kérdés merült fel: az egyik, hogy a veleszületett protein C  hiány 
valóban fokozott thrombosis készséggel jár-e, a másik, hogy protein C  hiányos családoknál egyéb 
genetikai rizikó faktor szerepe) -e a thromboemboliás megbetegedések kialakulásában. A z  első jjéőfes 
megválaszolása nem okozott nagyobb problémát. Meghatározták a protein C  hiány prevalenciájáf,áz 
egészséges populációban, valamint a thrombosison átesett betegekben, é s  igazolták, hogy a protein C  
hiány többszörösére fokozza a thromboembolia rizikót. A  második kérdés megválaszoiáeaazpnban 
komoly nehézségekbe ütközött. Azokban az időkben ugyanis az ismert genetikai rizfcó faktorokkal 
(antithrombin protein C - , protein S  hiány, dysfibrinogenaemiák) a veleszületett thrombosis készséggél 
járó állapotoknak csak kb. 10-15%-a volt megmagyarázható még a thrombophiliásnak minősített 
családok esetében is, ezért kombinált defektust igazolni igen ritkán lehetett. 1993-ban jelentős változás 
következett be az aktivált protein C  rezisztencia -  egy gyakori, enyhébb rizikó tényező - felfedezésével 
és genetikai hátterének igazolásával. Hamarosan ismertté vált, hogy a veleszületett protein C  hiányban 
szenvedő betegek kb. 20% -a  rendelkezik az V-s faktor un. Leiden mutációjával, melyet az akövátt 
protein C  rezisztenciában szenvedő betegek mintegy 90-95%-ában lehetett igazolni. E^dőtájt számos 
vizsgálat látott napvilágot, melyek már felvetették a herediter thrombophilia több génen keresztüli, un. 
multigénes öröklődésének lehetőségét.
2Az utóbbi időben a thrombophilia fogalma kiszélesedett és a veleszületett rizikó tényezőkön 
kívül a szerzett thrombosis készség fokozódások is beletartoznak. A  thrombophilia fogalma alatt 
m anapság (tágabb értelemben) a haem ostasis azon öröklött vagy  szerzett rendellenességeit 
értjük, melyek thromboemboliás megbetegedések kialakulására hajlamosítanak.
1.3. A  T H R O M B O E M B O L IÁ S  M E G B E T E G E D É SEK  LÉT R EJÖ TT ÉBEN  S Z E R E P E T  JÁ TSZÓ  
PATOFIZ IO LÓG IA I T ÉN Y EZŐ K
)
A  legfontosabb patofiziológiai tényzóket, melyek szerepet játszanak a thromboemboliás 
megbetegedések kialakulásában Virchow már 1856-ban közölte. Ezek az érfal rendellenességei, a vér 
áramlási tulajdonságainak (stasis), valamint összetevőinek (véralvadási zavar) megváltozása. Az 
egyes komponensek jelentősége azonban attól függően eltérő, hogy a thrombotikus esemény a 
vénákban, az artériákban vagy a kiserekben jön létre. A  fenti változásokban szerepet játszó kockázati 
tényezők szerzettek és veleszületettek lehetnek, valamint olyanok, melyek veleszületett és szerzett 
módon egyaránt kialakulhatnak.
1.4. SZERZETT  K O C K Á ZA T I T ÉN Y EZŐ K  A  V É N Á S  TH R O M B O E M B O L IÁ S  M E G B E T E G E D É SE K  
K IA LA K U LÁ SÁ B A N
- rosszindulatú daganatos betegségek (kompresszió, cancer procoagulant A  termelés)
- szívelégtelenség (vénás stasis)
• nephrosis syndrom a (AT-III kiürülés a proteinuria részeként)
- varicosrtas (vénás stasis)
• antifoszfolipid antitestek (lupus anticoagulans, komplex haemostasis zavar)
- műtétek (nagy hasi: VTE: 30%, elektív ortopédiai: MVT: 50* 60%, PE: 2- 30%)
- immobilizáció (gipsz rögzítés, agyi esemény következtében, posztoperatív állapot, stb.)
• terhesség (rizikó fokozódás: 4- 7x, szabad protein S, antithrombin és aktivált protein C  szint 
csökkenés, vénás stasis)
- posztpartum időszak (rizikó fokozódás: további 2-3x)
• fogamzásgátlók (ősztrogén tartalom, rizikó fokozódás 2-8x)
• hormonpótló terápia (nőgyógyászatban és a prostata carcinoma terápiája során)
• hyperviscositas syndrom ával járó állapotok pl. polycythaemia vera, myeloma multiplex
- traumák (érfal károsodás, procoagulans anyag kiáramlás)
- obesitas (vénás stasis)
- idős kor (vénás stasis, véralvadás aktiváció)
- korábbi thromboemboliás m egbetegedések
1.5. KO CKÁZAT I TÉN YEZŐ K, M E L Y E K  VELESZÜ LET ET T  É S  SZERZ ETT  M Ó D O N  EG YARÁN T 
K IALAKU LH ATN AK
• hyperhomociszteinaemia
- m agas FVIII szint
• csökkent fibrinolitikus aktivitás
A  F IBR IN O L IT IKU S R E N D S Z E R  M Ű K Ö D É SE  É S  A  TH R O M B O E M B O L IÁ S  M E G B E T E G E D É SE K
Isacson 1972-ben hívta fel a figyelmet először a fibrinolitikus rendszer zavarára idiopatfirás 
vénás thrombosisok kapcsán. Vénás okklúziós tesztet követően csökkent fibrinolitikus aktivitást 
észleltek thromboemboliában szenvedő betegek mintegy 30-50%-ában. Harboum és munkatársai
3csökkent fibrinolitikus aktivitást igazoltak visszatérő idiopathiás thrombosisokban szenvedő betegeik 
86%-ánál, miközben szekunder mélyvénás thrombosisok kapcsán csak 29%-ban fordult elő. Mindezek 
alapján arra a következtetésre jutottak, hogy a csökkent fibrinolitikus aktivitásnak etiológiai szerepe 
lehet az un. idiopathiás vénás thrombosisok kialakulásában. A  későbbi vizsgálatok során a 
hypofibfinolízis hátterében először csökkent aktivátor aktivitást (t-PA), majd emelkedett inhibitor 
szinteket (PAI-1) igazoltak.
A  globális fibrinolitikus tesztek alapján az a legvalószínűbb, hogy a fibrinolízis aktivációja és 
inhibiciója közötti egyensúly a legfontosabb tényező a fibrinolitikus kapacitás meghatározásában. 
Epidemiológiai vizsgálatok során felmerült a genetikai predispozíció lehetősége is:
1. P A M :  a PAI-1 gén promoter régiójában írtak le egy specifikus inzerciós/deléciós polimorfizmust, 
melyben az egyik alléi szekvencia 4 guanint, a másik 5 guanint tartalmaz. In vivo vizsgálatok alapján a 4 
guanin tartalmú alléira homozigóta egyéneknél magasabb plazma PAI-1 koncentrációk észlelhetők. Egy 
fiatal férfiakon végzett vizsgálat során a 4G  alléi jelenléte 2x-s rizikó fokozódást jelentett coronaria 
thrombosist illetően, míg egy középkorú férfiakon végzett nagy vizsgálat nem talált összefüggést. Tehát 
a thrombosis rizikót illetően az eredmények ma még nem egyértelműek.
2. t-PA: összefüggést igazoltak a t-PA gén egy AJu-repeat-jében észlelhető inzerciós/deléciós 
polimorfizmus és a thromboemboliás megbetegedések között, ez az összefüggés azonban nem nyert 
bizonyítást az E CAT  studyban.
Az euglobulin lízis idő mérése a humán plazma globális fibrinolitikus aktivitásának 
meghatározására szolgái. A  plazmából pH 5.3-nál kicsapódó euglobulin frakció tartalmazza a 
fibrinolitikus enzimrendszer komponenseit a fibrinogénnel együtt, a gátló anyagok egy részének 
kivételével. A z  euglobulin frakció feloldása és thrombinnal való megalvasztása után az alvadók oldódási 
idejét regisztrájuk. Ebben a vizsgálati rendszerben az extrinsic plazminogén aktivációnak tulajdonítanak 
jelentőséget. Anti-t-PA antitestek alkalmazása megnyújta az euglobulin lízis időt.
Irodalmi adatok alapján nem igazolódott összefüggés a t-PA antigén koncentrációk és az 
euglobulin lízis idő között, viszont szoros összefüggést találtak az euglobulin lízis idő és a PAI-1 antigén 
szintek, valamint az euglobulin lízis idő és a t-PA aktivitás között. Úgy tűnik, hogy a plazma euglobulin 
frakciójában a t-PA aktivitás meghatározásában a PAI-1 szinteknek jelentőségük van. Azonban, hogy 
pontosan mely aktivátor rendszerek érintettek még az euglobulin lízis idő kialakításában, az további 
vizsgálatokat igénylő probléma.
)
1.6. V ELESZÜ LET ET T  K O C K Á ZA T I TÉN Y EZŐ K  A  V É N Á S  T H R O M B O E M B O L IÁ S  
M E G B E T E G E D É SE K  K IA L A K U L Á SÁ B A N
A  herediter thrombophilia genetikailag meghatározott hajlam e lsősorban vénás 
thromboemboliás megbetegedések kialakulására. Olyan primer hyperkoagulabilitás, mely az ismert, 
szerzett rizikó tényezők jelenléte nélkül, önmagában is képes thromboemboliás megbetegedéseket 
létrehozni, és jellemzi az ismétlődések fokozott kockázata is.
Manapság az alábbi veleszületett kockázati tényezők ismertek:
• antithrombinopathiák
- protein C hiány
- protein S  hiány
- FV:Q506 (FV Leiden mutáció)
-F II G20210A alléi jelenléte
• dysfrbrínogenaemiák egyes típusai
4Veleszületett tényezők, melyek rizikó szerepe nem egyértelműen bizonyított:
thrombomodulin defektus, heparin kofaktor II hiány, plazminogén deficiencia, magas hisztídin-rich- 
glikoprotein szint, m agas PAI-1 szint, PLA2 alléi jelenléte
A  H ERED ITER  PRO TEIN  C  H IÁNY
A  herediter protein C  hiány autoszómálisan öröklődő megbetegedés, melynek heterozigóta 
formája mintegy 5-10-szeresére fokozza a vénás thromboembolia rizikót. A  rizikó jelentősen nő egy 
másik inhibitor defektus, vagy környezeti rizikó tényező egyidejű jelenléte esetén. Thrombophiliás 
betegekben a protein C  hiány prevalenciája 2-9%, fiatal betegek visszatérő vénás thrombosisai esetén 
elérheti a 10-15%-ot. A  heterozigóta protein C  hiány prevalenciája az átlagpopulációban relative 
magasabb: 0.1-0.3%, közülük a többség nem rendelkezik pozitív családi anamnézissel. Mivel a plazma 
protein C  koncentrációját illetően átfedés figyelhető meg a normális egyének és a heterozigóta protein C 
hiányos betegek eredményei között, úgy tűnik, hogy a plazma protein C  koncentrációja nem elsődleges 
meghatározója a megbetegedésnek. Gyakran mérhetetlen, vagy igen alacsony protein C  koncentrációk 
mellett és a heterozigóta állapotok egy részében sem találunk klinikai tüneteket. Mindezek a korábban 
dominánsnak hitt öröklésmenet mellett felvetik a recesszíven öröklődő protein C  hiány lehetőségét is. 
Fenotipust illetően kétféle állapot különíthető el:
I s  típus: gyakoribb, a protein C  aktivitás és antigén szintek párhuzamos csökkenése jellemzi, melyet 
csökkent protein szintézis, vagy a protein C  molekulák csökkent stabilitása okoz.
Ils  típus: a protein C  biológiai aktivitásának csökkenése jellemzi (mind az anticoagulans aktivitást - 
koaguiációs módszer, mind a szintetikus szubsztrátta! mért proteáz aktivitást Ületően - amidolitikus 
módszer), megtartott antigén koncentrációk mellett, abnormálisán működd protein C  molekula 
szín tetizálód ás a révén.
A  protein C  cDNS-t és gént Foster klónozta és szekvenálta az 1980-as évek közepén. A  gén a 
2-s kromoszómán helyezkedik el q13-q14-es pozícióban, 11.6 kb hosszúságú, 9 exont és 8 intrant 
tartalmaz, melyek közül az 'e lső  exon nem íródik át. A  protein C  génje nagy homológiát mutat más K  
vitamin dependens szerin proteázok génjével, mint a FII, FVII, FIX, FX  és mai ismereteink szerint ennek 
az az oka, hogy ezek a gének egy közős génősből fejlődtek ki.
Reitsma és mtsai az 1995-ben megjelent protein C  génre vonatkozó mutációs adatbázisban a. 
protein C  génben előforduló abnormalitások egész sorát Írták le. A  334 beteg 160 féle genetikai 
eseményét tartalmazó adatbázisban legnagyobb számban a missense mutációk (66%) fordultak elő, 
melyek l-s típusú protein C  hiányt okoztak és heterozigóta állapottal jártak.
Az adatbázist áttekintve kiderül, hogy genetikai abnormalitások egész sora figyelhető meg a 
protein C  gén mind a 9  exonjában, így protein C  hiányos, thrombophiliában szenvedő betegekben a 
teljes protein C  gén genetikai vizsgálata indokolt. Nagyszámú beteg vizsgálata esetén a direkt 
szekvenálás rendkívül költség é s időigényes procedúra. A  szűrő módszerek elterjedése lehetővé tette, 
hogy a mutációt valamely génszakaszra lokalizáljuk és később a figyelmet a mutáns génszakaszra 
irányítva végezzük el a szükséges szekvenálást. A  polimeráz láncreakció (PCR) és a denaturáló 
grádiens gélelektroförézis (DGGE) kombinációját 1994-ben Gandrille és munkatársai alkalmazták 
először a protein C  génben előforduló mutációk szűrésére. A  módszer az alacsony guanin-citozin 
tartalmú exonok vizsgálatára alkalmas. Japán szerzők néhány éve P C R  és egyláncú konformációs 
polimorfizmus vizsgálat (SSC P ) kombinációját javasolták a protein C  génben előforduló mutációk 
szűrésére.
A  herediter protein C  hiány genetikai vizsgálatáról szóló adatok elsősorban a nyugati 
országokból és Japánból származnak, Magyarországon elsőként közlünk mutáció szűréssel és 
verifikálással kapcsolatos adatokat csökkent protein C  anticoagulans aktivitással rendelkező 
betegekben.
)
2, CÉLKITŰZÉSEK
2 .1  A  F IBR IN O L IT IKU S  R E N D SZ E R  M Ű KÖ D ÉSÉV EL  K A P C SO L A T O S  V IZSG ÁLATA IN K  
CÉLK IT Ű ZÉSE I
1. Az euglobulin lízis idő (ELI), valamint a t-PA és a PAI-1 aktivitások, a t-PA és a PAI-1 antigén szintek 
közötti összefüggés vizsgálata 27 egészséges önkéntesben annak megállapítására, hogy mely aktivátor 
vagy inhibitor rendszer játszik szerepet az euglobulin lizis idő meghatározásában.
2. Okklúziós tesztet követően mért euglobulin lízis idő eredmények alapján az önkéntesek reszponder 
státuszának megállapítása majd a fibrinolizis vizsgálatok (t-PA és PAI-1 aktivitások, t-PA és PAI-1 
antigén szintek, plazminogén, antiplazmin) értékelése a reszponder csoportokat figyelembe véve.
3. A  fibrinolitíkus aktivitás (ELI, t-PA és PAI-1 aktivitások, t-PA és PAI antigén szintek) longitudinális 
változásának vizsgálata 4 egymást követő héten ismételt mérések segítségével 12 egészséges 
önkéntesben.
4. A  reszponder státusz változásának vizsgálata a fibrinolizis 4 hetes longitudinális elemzése során 
egészséges önkéntesekben, vagyis annak meghatározása, hogy a jól és a rosszul reagáló státusz a 
követési idő alatt mindvégig változatlan marad, vagy mutat eltérést bizonyos önkéntesek esetében.
5. Fibrinolizis vizsgálatok (euglobulin lízis idő, t-PA és PAI-1 aktivitás okklúziós tesztet megelőzően és 
azt követően) végzése herediter antithrombinopathiás betegekben annak megállapítására, hogy a 
fibrinolitíkus rendszer zavara milyen szereppel bír ezen betegek thromboemboliás megbetegedéseinek 
kialakulásában.
6. Hemoreológiai- (plazma és teljes vér viszkozitás, erythrocyta aggregáció), véralvadási és genetikai 
vizsgálatok (protein C, protein S  aktivitás, lupus anticoagulans, FV  Leiden mutáció, FII 20210A alléi 
jelenléte, MTHFR  C677T mutáció) végzése herediter antithrombinopathiás betegekben annak 
megállapítására, hogy egyéb szerzett és veleszületett rizikó tényezők milyen szerepet játszanak ezen 
betegek thromboemboliás megbetegedéseinek kialakulásában.
2.2. A  C SÖ K K EN T  PRO TEIN  C  A K T IV ITÁ SSA L  R EN D E LK E ZŐ  B ET EG E K EN  VÉGZETT 
V ÉR A LV A D Á S I É S  G EN ET IKA I V IZ SG ÁLA TA IN K  C ÉLK IT Ű ZÉSE I
1. Célunk volt vizsgálni, hogy csökkent protein C  aktivitással rendelkező betegeknél és családtagjaiknál 
(34 család 47 tagjánál) milyen gyakorisággal észlelhetők genetikai defektusok a protein C  génben.
2. Mely genetikai defektusok fordulnak elő gyakrabban hazánkban a herediter protein C  hiányos 
betegek között ?
3. Milyen egyéb inhibitor defektusok észlelhetők az alacsony protein C  aktivitással és a protein C 
génben mutációval rendelkező betegekben ?
4. A  genetikai defektus meghatározza-e a klinikai kép alakulását ?
5. Van-e összefüggés a protein C  aktivitások alakulása és a FV:Q506 jelenléte között ?
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6. Mi a jelentősége a genetikai vizsgálatoknak herediter protein C hiányban ?
7. A  protein C  génben mutációval nem rendelkező, alacsony protein C  aktivitású betegek véralvadási és 
egyéb genetikai vizsgálati eredményeinek értékelése.
8. Alkalmasak-e az irodalomban ajánlott szűrő módszerek (denaturáló grádiens gélelektrofbrézis - 
DGGE, egyláncú konformációs polimorfizmus vizsgálat • S SC P )  a protein C  génben előforduló mutációk 
szűrésére ?
9. Új, eddig nem közölt genetikai eltérések leírása magyar protein C  hiányban szenvedő betegekben.
3, BETEGEK, ANYAGOK ÉS  MÓDSZEREK
3.1. A  F IBR IN O L IT IKU S  R E N D S Z E R  V IZSG Á LA T A
3.1.1. Ö N KÉN TESEK , B E T E G E K
A korrelációs vizsgálatokba, valamint a reszponder státusz megállapítását célzó vizsgálatokba 
27, a fibrinolízis longitudinális változásának vizsgálatába 12 egészséges önkéntest vontunk be.
Mindkét vizsgálatba bevont önkéntesek írásbeli beleegyező nyilatkozatot adtak, a vizsgálatokat az 
POTE Etikai Bizottságának engedélyével folytattuk a 90-es évek elején.
Az antithrombinopathiás betegeken végzett fibrinolízis*, hemoreoiógiai- é s  részletes 
véralvadási, valamint genetikai vizsgálatok 11 veleszületett antithrombin defektusban szenvedő 
betegnél történtek.
3.1.2. VÉRM IN TÁK
A  vérvételeket cubitális vénából végeztük 3.8%-os trinátrium citrátot tartalmazó csövekbe (1:9 
arányban) reggel 8 óra és 9.30 között 12 órás éhezést és 30 perces nyugalmi periódust követően. A  t - ' 
PA  és PAI-1 aktivitás és antigén szint meghatározáshoz szükséges vérvételek Stabilyte csövekbe 
történtek (MONOVETTE, CHROM OGEN IX), melyek a thrombocyta PAI-1 kiáramlás 
megakadályozására alacsony pH-t biztosítnak, citrátot, teophyllint, adenint tartalmaznak. A  vérvételek, 
valamint a plazma előkészítés é s feldolgozás fibrinolízis vizsgálatokhoz a Leiden Fibrinolysis Workshop 
ajánlásainak megfelelően történt.
3.1.3. V É R A LV A D Á S I LA BO RA TÓ R IU M I M Ó D SZER EK:
Egészséges önkénteseken és antithrombinopathiás betegeken végzett fibrinolízis vizsgálatok: Az 
euglobulin lízis idő mérése Kowalski módszere szerint történt, a t-PA aktivitást C O A T EST  B IA  t-PA, a 
PAI-1 aktivitást C O A T EST  PA I reagensekkel (CHROMOGENIX), a t-PA és PAI-1 antigén szinteket 
EL ISA  módszernél, C O A L IZ A  t-PA é s C O A L IZA  PAI-1 reagensekkel (CH RO M O G EN IX ) Dynatech 
EL ISA  Readeren mértük. A  plazminogént és az antiplazmint C O A T EST  Plazm inogén é s Antiplazmin 
reagensekkel (KABI), a D-dimert Latex D-dimer (KORDIA), a fibrinogént Thromborel S  (BEHRING) 
reagensekkel mértük.
Az antithrombinopathiás betegekben végzett egyéb véralvadási és hemoreoiógiai vizsgálatok: Az 
antithrombin aktivitás meghatározáshoz IL Antithrombin-t, az antithrombin antigén meghatározáshoz 
anti- human antithrombin III poliklonális antitestet (DAKO) használtunk (rakéta elektroforézis módszer 
Laurell szerint), az antithrombin III fehérje abnormalitás vizsgálatára kétdimenziós keresztezett
7immunelektrofbrézist végeztünk. A  protein C  aktivitás é s protein S  aktivitás mérés IL ProCIot illetve IL 
Protein S  reagensekkel történt. A  teljes vér és plazma viszkozitás meghatározások a PO TE I. sz. 
Sebészeti Klinika akkor még működő Hemoreológiai Laboratóriumával együttműködésben történtek 
HEVIMET 40 kapilláris viszkoziméteren. Az erythrocyta aggregáció meghatározásokat M Y R EN N E  MA-1 
aggregométeren végezték ugyanott.
Vénás okklúziós teszt: Az euglobulin lízis időt, a t-PA és a PAI-1 aktivitásokat vénás okklúziós tesztet 
kővetően is meghatároztuk. A z  első vérvételt követően vérnyomásmérő mandzsettát helyeztünk a 
felkarra és 20 percre felfújtuk a szisztolés- diasztolés középnyomásra. Ezt követően a vérvételt 
ugyanabból a végtagból megismétettúk.
Protokoll a fibrinolizis longitudinális vizsgálatához: Euglobulin lizis idő, t-PA é s PAI-1 aktivitás 
meghatározások történtek vénás okklúziós tesztet megelőzően é s azt követően az 1., a 7., a 14., a 21. 
és a 28. napon. t-PA é s PAI-1 antigén szintek mérésére az 1. és a 28. napon került sor, vagyis 4 héten 
keresztül követtük a fibrinolitikus aktivitás alakulását egészséges önkéntesekben.
Genetikai vizsgálatok: Az antithrombinopathiás betegeken elvégeztük a FV: 0506  (Leiden mutáció), 
FII 2021OA alléi jelenlétére é s az M TH FR  C677T pontmutácíóra vonatkozó vizsgálatokat.. A  vizsgálatok 
fagyasztott vérmintából évekkel a fibrinolizis vizsgálatokat kővetően történtek. A  defektusok többsége a 
1990-es évek elején még nem volt ismert.
Statisztikai elemések: Az adatokat átlag ±  standard deviáció (SD) formájában adtuk meg. Spearman 
féle korrelációs koefficiens számítások történtek bizonyos adatok közötti összefüggések meghatározása 
céljából. 95% -os konfidencia intervallumokat számítottunk. A  szignifikancia számítások kétmintás t- 
próba segítségével történtek. A  becsült relatív rizikóra vonatkozó számításokhoz x2 próbát 
alkalmaztunk.
3.2. BETEG EK, V A LA M IN T  V É R A L V A D Á S I É S  G EN ET IKA I M Ó D SZ E R E K  A  H ER ED IT ER  PROTEIN  
C  H IÁNY D IA G N O SZT IK ÁJÁ B AN
3.2.1. B ET EG E K
Az elmúlt 4 évben 300 vénás thromboemboliában szenvedő betegnél történtek klinikánkon 
részletes véralvadási, immunológiai é s genetikai vizsgálatok herediter thrombophilia irányában. Az 
elvégzett vizsgálatok alapján az alábbi veleszületett é s szerzett thrombosiskészséggel járó állapotokat 
azonosítottuk:
)
AntithrombinoDathia:
I. típus 6 beteg Összesen: (7.6%)
II. típus
Protein C  hiánv:
13 beteg
I. típus 15 beteg Összesen: (8.6%)
II. típus
Protein S  hiánv:
11 beteg
Összesen:l+lll. típus 24 beteg (11.6%)
II. típus 11 beteg
A P C  rezisztencia: 89 beteg (29.8%)
L u d u s  anticoaaulans: 11 beteg (3.6%)
Hvperhomociszteinémia; 57 beteg
)
(19%)
FV:Q506 (Leiden mutációt Alléi frekvencia:
Homozigóta: 13 beteg (4.3%) 8.6%
Heterozigóta: 68 beteg (22.6%) 22.6%
Ö sszesen: 81 beteg (APC  rezisztensek 91%-a)
FII 20210A alléi Alléi frekvencia:
Homozigóta: 0 beteg
Heterozigóta: 20 beteg (6.6%) 6.6%
Ö sszesen: 20 beteg
M TH FR  C677T mutáció Alléi frekvencia:
Homozigóta 39 beteg (13%) 26 %
Heterozigóta 132 beteg (44%) 4 4 %
Ö sszesen: 171 beteg
A  betegek 43%-nál recidivátt a thromboemboíiás megbetegedés, szignifikáns különbség volt 
észlelhető a herediter thrombophiliával rendelkező és nem rendelkező betegek recidíva készsége között 
(p=0.0042). Ugyancsak szignifikáns különbséget igazoltunk a kumarin kezelésben részesülő és nem 
részesülő betegek recidíva aránya között (p<0.0001).
Krónikus vénás elégtelenség szignifikánsan nagyobb számban alakult ki thrombophiliás 
betegekben (p = 0.001), a thrombophilia okozta relatív rizikó náluk: 2.16 volt (95%-os konfidencia 
intervallum: 1.36- 3.43). Ulcus cruris ugyancsak szignifikánsan gyakrabban volt észlelhető veleszületett 
thrombosiskészséggel rendelkezőknél (p= 0.0018), a thrombophilia okozta relativ rizikó 5.1-nek 
bizonyult (95%-os konfidencia intervallum: 1,66-15.6).
A  thrombophilia irányában vizsgált betegek közül 26 család 38 családtagjánál (300 betegből 
8.6%-ban) mértünk ismételt vizsgálattal alacsonyabb protein C  anticoagulans aktivitást. Prof. S a s  Géza 
jóvoltából módunk nyílt Budapesten, az Országos Hematológiai és Immunológiai Intézetben gondozott, 
thrombophilia irányú vizsgálatok során alacsony protein C  anticoagulans aktivitással rendelkező 8. 
család 9 tagjának vizsgálatát is elvégezni. Ö sszesen  tehát 34  csa lád  47 tagjánál, 39 
thromboembolián átesett betegen és 8 egészséges családtagon történtek részletes véralvadási 
és genetikai vizsgálatok.
3.2.2. V É R A L V A D Á S I LA BO RA TÓ R IU M I V IZ SG ÁLA TO K  É S  P LA Z M A  HO M O C ISZTE IN  SZINT 
M EG H A TÁ RO ZÁ S  P RO TE IN  C  H IÁ N YO S  B ET EG EK BEN
A  véralvadási vizsgálatok 1:9 arányú 3 .8 % o s  trinátrium citráttal alvadásgátolt vérből történtek. 
A  Protein C  anticoagulans aktivitásának meghatározását IL (Instrumentation Laboratories) ProCIot 
reagenssel végeztük, a protein C  antigén szintek meghatározását anti- hum an protein C  polyclonalis 
antitesttel (DAKO) Laurell féle rakéta elektroforézis módszerrel (185). Az AT-III aktivitás 
meghatározásához IL Antithrombin, az antithrombin antigén szintek méréséhez anti- human 
antithrombin polyclonalis antitesttel (DAKO) végzett Laurell féle rakéta elektroforézis módszert 
alkalmaztuk, a protein S  aktivitás meghatározásához IL Protein S, a prothrombin aktivitás/INR é s a 
fibrinogén meghatározásához ST A G O  Neoplastine reagenst, a plazminogén és az antiplazmin szintek 
meghatározásához IL Plasm inogen, IL Alpha-2-antiplasmin reagenseket, az A PC  hányados 
meghatározásához Behring A P C  resistance kit-et, a  lupusz anticoagulans meghatározásához 
STAG O  APTT-LA  reagenst használtunk. Valamennyi nem citált metodika a rutin véralvadási 
módszerek közé tartozik.
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A  tartós orális anticoagulans kezelésben részesülő betegeknél a kumarin leállítását követően 
kis molekulatőmegü heparin prophylaxist alkalmaztunk 2 héten keresztül. A  vérvételek 30 perces 
nyugalmi állapotot követően, minden esetben normális PTR/INR értékek mellett történtek.
A  plazma homocisztein szint meghatározások a PTE, ÁOK, Központi Klinikai Kémiai 
Intézetében történtek IMx hom ocisztein im m unoassay módszerrel IMx Analyser segítségével.
3.2.3. G EN ET IKA I V IZ SG Á LA T O K  PRO TEIN  C  H IÁN YO S B ET EG E K B E N
G EN O M IKU S D N S  IZOLÁLÁS
A  genetikai vizsgálatok a Fachhochschule Jena Biológia Tanszékével kollaborációban történtek. 
A  betegek perifériás vérének fehérvérsejtjeiből Chelex 100 segítségével, módosított Walsh módszerrel 
genomikus DNS-t izoláltunk.
PO LIM ERÁZ  LÁ N C R EAKC IÓ
A  protein C  gén vizsgálatakor a PC R  reakcióhoz használt primerek a 9c exonrészre kifejlesztett 
reverz primer kivételével megegyeztek a Gandrílle és munkatársai által közöltekkel. A  9c exonrészre 
tervezett reverz primer szekvenciája a következő volt: TGT GCT TGT TAC ATG  TCC  CTT. A  OGGE-t 
megelőzően végzett PC R  reakció sajátossága, hogy a primerpárok egyikének 5 ' végéhez egy guanin- 
citozin tartalmú oligomert kapcsolnak, ez az un. G-C clamp. A  guaninban-citozinban gazdag szekvencia 
arteficiálisan képes létrehozni egy magas olvadáspontú domént é s ezzel az általunk vizsgált 
génszakaszt egy alacsonyabb stabilitású doménben helyezni. Ez azért fontos, mert a vizsgálandó 
génszakasznak az első olvadó doménben kell elhelyezkedni ahhoz, hogy a denaturáló gradiens 
gélelektroforézis során biztosan egyláncúvá váljon és ezáltal alkalmas legyen az értékelésre. A  9-s 
exont, a protein C  gén leghosszabb kódoló génszakaszát 3, a 3*s exont 2 átfedő szegmentumban 
amplifikáltuk.
A  heteroduplex képződés fokozása érdekében az ampJífikálást követően egy speciális 
denaturáló-renaturáló hőprogramot alkalmaztunk, elősegítve ezzel a D N S  kettős szálak denaturációját 
majd renaturációját, mely fokozott heteroduplex képződéssel jár heterozigóta állapotokban.
DENATU RÁLÓ  G R Á P IE N S  G ÉLELEK T RO FO R ÉZ IS  ÍPGGE)
Valamennyi amlifikátumot, melyet előzőleg denaturáló-renaturáló hőprogramnak tettünk ki 4M 
ureát és 3 0 %  formamidot, mint denaturáló ágenseket tartalmazó 6.5%-os poliakrilamid gélben futtatjuk 
300V feszültséggel M O P S  pufferben. Egy bizonyos urea koncentrációnál bekövetkezik a részleges 
olvadás, melynek során a guanin-citozinban gazdag szakasz (G-C clamp) még összetartja a DNS-t, 
tehát kétláncú, miközben a vizsgálandó génszakasz egyláncúvá válik. Ez a koncentráció különbözik 
heteroduplex és homoduplex képződés esetén. A  részleges olvadás az elektroforetikus mobilitás 
drámai csökkenéséhez vezet é s ezáltal éles csík jelenik meg az elektrofbrézis során.
EGYLÁNCÚ K O N FO R M Á C IÓ S  PO LIM O RFIZM U S ÍS SC P ) v iz s g á l a t
A  magas G -C tartalmú exonok esetében (exon 4 és 5), valamint a 6 ,8  és 9c exonrész esetében 
az S S C P  analízis bizonyult a legeredményesebbnek. Az egyláncú D N S  szálak komplex struktúrákat 
képeznek, sajátos alakzatot vesznek fel, s  ez befolyásolja elektroforetikus mobilitásukat. Egyetlen bázis 
cseréje megváltoztatja ezt a konformációt, valamint ezzel együtt a D N S  elektroforetikus mobilitását, s 
így lehetővé teszi mutációk identifikálását.
D N SSZ E K V E N Á L Á S
A  DG G E vagy S S C P  analízis során abenáns migrációt mutató amplifikált génszakaszokat ABI 
PR ISM  310-es szekvenáló automata segítségével dideoxy módszerrel szekvenáltuk.
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FV:Q506 LE IDEN  MUTÁCIÓ  V IZSG ÁLATA
Genomikus D N S  izolálás történt Chelex 100 segítségével, majd P C R  reakciót végeztünk. Ezt 
követően a termékeket Mnl•1 restrikciós endonukleázzal emésztettük és 1 % -os agaróz gélben futtattuk.
FII G20210A ALLÉL  V IZSG ÁLATA
Első lépésben genomikus D N S  izolálás történt Chelex 100 segítségével módosított Walsh 
módszer szerint, majd a mutáns alléit tartalmazó génszakaszt amplifikáltuk P C R  segítségével és S S C P  
vizsgálatot végeztünk a genetikai eltérés detektálására.
AZ  M THFR  C677T PONTM UTÁC IÓ  GENETIKAI V IZSGÁLATA
A  metilén tetrahidrofolát reduktáz (MTHFR) enzim génjében előforduló pontmutáció (C677T) 
vizsgálata genomikus D N S  izolálást követően P C R  módszenei történt. Majd az amplifikátumot Hinf I 
restrikciós endonukleázzal emésztettük és 3%-os agaróz gélben futtattuk.
4. EREDMÉNYEK
4.1. A  F IBR IN O L IT IKU S  R E N D S Z E R  V IZSG Á LA TA  SO R Á N  N YERT  E R E D M É N Y E K
4.1.1. Ö S SZ E F Ü G G É S  AZ  EUGLOBULIN  LlZ IS IDŐ. VALAM INT A  t-PA AKTIVITÁS. A  PAI-1 
AKTIVITÁS. A  t-PA ANTIG ÉN  É S  A  PAI-1 ANTIGÉN SZ IN TEK  KÖZÖTT
Erős negatív korrelációt igazoltunk egészséges önkéntesekben az euglobulin llzis idő (ELI) és a 
t-PA aktivitások között (r= - 0.70, p < 0.001, y= - 0.0017x + 1.15). Gyengébb pozitív korreláció 
igazolódott az ELI és a PAI-1 aktivitás között (r= 0.55, p < 0.05, y= 0.05x - 2.1). Vizsgálataink nem 
igazoltak korrelációt az ELI és a t-PA antigén, valamint az ELI és a PAI-1 antigén szintek között.
4.1.2. A  R E SZ P O N D E R  STÁ TU SZ  VIZSGÁLATA. JÓL É S  R O SSZ U L  VÁLASZO LÓ  Ö N KÉN TESEK
Megfigyeltük, hogy a 20 perces vénás okklúziót követően mért euglobulin lízis idő alapján az 
egészséges önkéntesek 2 csoportra voltak oszthatók. A  rosszul válaszolók csoportjában az okklúziós. 
tesztet követően az ELI 100 percen túl volt, a jól válaszolók csoportjában 100 perc alatt. Nem volt 
különbség a 2 csoport között az önkéntesek életkorát, t-PA antigén szintjét, plazminogén, antiplazmin 
és fibrinogén szintjét illetően. Szignifikáns különbséget észleltünk az önkéntesek euglobulin lízis idejét 
(p<0.001) és t-PA aktivitását illetően (p=0.05) a jól és rosszul reagáló csoportok között. Nem volt 
szignifikáns különbség a PAI-1 aktivitásokat illetően a jól és a rosszul reagáló csoport között.
Az ELI szempontjából elsősorban az okklúziós tesztet követően mért értékekben észlelhető a 
szignifikancia a két csoport eredményei között, a jól reagálóknál mértük a szignifikánsan rövidebb 
euglobulin lízis időt. A  t-PA aktivitást iilletöen ugyancsak mind okklúziós tesztet megelőzően, mind azt 
kővetően különbség volt észlelhető, a jól reagálóknál szignifikánsan magasabb t-PA aktivitást mértünk.
A  jelenség magyarázatát a PAI-1 antigén szintek mérésekor tudtuk megadni. A  rosszul 
válaszolók csoportjában szignifikánsan magasabb PAI-1 antigén szinteket detektáltunk (p=0.01), mely 
felelős lehet a rosszul reagálók alacsonyabb szabad t-PA aktivitásáért.
4.1.3. A  FIBR INOLIT IKUS AKTIV ITÁS LONG ITUDINÁLIS V IZSGÁLATÁNAK E R ED M ÉN Y E I
Nem észleltünk statisztikailag szignifikáns változást az euglobulin lízis időt, a t-PA aktivitást és a 
PAI-1 aktivitást illetően a 4 hetes periódusban az egészséges önkéntesekben. A  PAI-1 aktivitásban 
tapasztalható volt ugyan fluktuáció, de a változások a normál értéken belül maradtak.
4.1.4. A  JÓL É S  A  R O S SZ U L  R EAG ÁLÓ  STÁTU SZ  VÁLTOZÁSA:
Az 1. héten 6 önkéntes tartozott a jól reagáló, 6 a rosszul reagáló csoportba. A  vizsgált hetek 
során kiderült, hogy vannak önkéntesek, akik mindig a jól reagáló (4 fő), akik mindig a rosszul reagáló
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(4 fő) csoportba tartoztak é s voltak olyanok, akik változtatták a reszponder státuszukat (4 fő). Tehát az 
önkéntesek 2/3-a mutatott konstans reagáló státuszt. Utóbbinak jelentősége lehet fibrinolizis vizsgálatok 
tervezésekor, szükséges tehát a reszponder státusz rendszeres ellenőrzése.
4.1.5. A  F IBR INOLÍZ IS  V IZSG ÁLATO K  ERED M ÉN Y E I H ERED ITER  AN T ITHRO M BINO PATH IÁS 
BETEG EKBEN
A  fibrinolitikus rendszer vizsgálata során 6/11 családnál észleltünk csökkenést az okklúziós 
teszt előtti fibrinolitikus aktivitásban euglobulin lízis idő módszer alkalmazásával. Okklúziós tesztet 
követően pedig 7/11 családnál. A  t-PA aktivitás okklúziós teszt utáni értéke 1 esetben bizonyult 
alacsonyabbnak, PAI-1 aktivitás emelkedés viszont 6/11 család esetében volt észlelhető. Vagyis a 
vizsgált családok több, mint felénél a veleszületett inhibitor defektus mellett a fibrinolitikus rendszer 
működésének zavara megfigyelhető volt.
4.1.6. Ö SSZ E F Ü G G É S  A  H ER ED IT ER  ANTITHROMBINOPATHIÁK É S  A  HEM O REOLÓ G IA I 
P A R A M ÉT ER E K  A LAK U LÁ SA  KÖZÖTT
A  teljes vér viszkozitás 4/11 családnál, a plazma viszkozitás 6/11 családnál volt emelkedett, a 
vörösvérsejt aggregációt 1 esetben észleltük fokozottnak. A  feltűnően gyakori plazma viszkozitás 
emelkedés minden esetben a keresztezett immunelektrofórézis módszerrel kóros fehérjével 
rendelkezőknél fordult elő.
4.1.7. E G Y ÉB  VELESZÜ LET ET T  É S  SZERZETT  R IZIKÓ  TÉNYEZŐK. VALAM INT A  H ERED ITER  
ANTITHROM BINOPATH IA  KAPC SO LAT A
A  vizsgált rizikó tényezők közül 3 beteg rendelkezett az FV  Leiden mutáció heterozigóta 
formájával, 4 beteg a metiJén-tetrahidrofbJát reduktáz enzim génjében előforduló C677T pontmutációra 
bizonyult heterozigótának. FII 20210A alléi jelenlétét vizsgálataink egyetlen antithrombinopathiás 
betegnél sem igazolták. A  protein C  é s S  aktivitások, a lupusz anticoagulans meghatározás eredménye 
valamennyi betegnél normális vagy negatív volt.
4.2. A  V ELESZ Ü LET ET T  PRO TE IN  C  H IÁN YO S B ET EG E K  V É R A L V A D Á S I É S  G ENET IKA I 
V IZ SG ÁLA TA  S O R Á N  N Y ERT  E R E D M É N Y E K
4.2.1. A  PROTEIN  C  G ÉN BEN  MUTÁCIÓVAL R EN D ELK EZŐ  B ET EG E K  VÉRALVADÁSI 
V IZSGÁLATA INAK E R E D M É N Y E I
A  mutációval rendelkező 15 család 25 családtagja közül 21 l-s típusú protein C  hiányban 
szenvedett (csökkent protein C  aktivitás és antigén szintek), 4 családtagnál igazoltunk ll-s típusú protein 
C  hiányt (normális antigén szintek mellett csökkent protein C  aktivitás). 3 családnál’magasabb 
fibrinogén szinteket észleltünk, antithrombinopathia I. típus: 1 család 2 tagjánál, lí. típus: 2 család 3 
tagjánál volt detektálható, A PC  rezisztencia 5 család (a mutáns családok 33.3%-a) 10 tagjánál 
igazolódott Közülük 1 beteg homozigóta, 9 beteg heterozigóta volt a  vizsgált mutációra.
4.2.2. A  PRO TEIN  C  G ÉN BEN  VÉG ZETT  MUTÁCIÓ  SZ Ű R É S  ER ED M ÉN Y E I
A  mutációkat S S C P  esetében a migrációban észlelhető különbség alapján, D G G E  esetében a 
heteroduplex képződés okozta abnormális elektroforetikus mobilitás alapján detektáltuk.
15 család 25 tagjánál (a vizsgált családok 43%-ánál) igazoltuk a fenti szűrőmódszerekkel 
mutáció jelenlétét, 8 esetben SSC P , 17 esetben D G G E segítségével.
4.2.3. A  D N S  SZE K V E N Á LA S  E R E D M É N Y E I
Vizsgálatainkkal 23 esetben 9 féle missense mutáció (közülük három  új mutáció), 1 esetben 
nonsense mutáció é s 1 esetben ritka frameshíft deíéció igazolódott. Valamennyi mutációval rendelkező 
beteg és családtag heterozigótának bizonyult a vizsgált mutációt illetően.
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Két különböző missense mutációt igazoltak vizsgálataink két család esetében a protein C  gén 
3-s exonjában, melyek közűi az egyik új, eddig nem közölt mutáció (1493 A  -  G, 35 A sp  -  Gty, 
PROTEIN  C P É C S  2). Ez a mutáció a PROC gén Gla doménjában foglal helyet, közel ahhoz a hélixhez, 
mely összeköti a Gla domént az EGF- szerű doménekkel. A  genetikai eltérés l-s tipusú protein C  hiányt 
okozott. A  3-s exon másik m issense mutációja (1432 C - T ,  15 A rg -T rp )  szerepel az 1995-ben kiadott 
protein C  mutációkat tartalmazó adatbázisban.
Egy probandnál a 7-s exon nonsense mutációját (157 Arg-Stop codon képződés) igazoltuk, 
mely l-s típusú protein C  hiányt és a protein C  thrombin általi aktivációjának zavarát okozta. Egy új 
missense mutációt is Igazoltunk a 7-s exonban (6231 G -  A, 173 G ly -G lu, PRO TEIN  C P É C S  3), mely 
ll-s típusú protein C  hiányt okozott. Ez a mutáció igen közel helyezkedik el az aktivációs hasítási 
helyhez (Arg 169 -  Leu 170), ahol a thrombin hatására a fehérje nehézláncáról egy dodekapeptid hasad 
le.
Hat különböző missense mutáció é s egy frameshift deléció igazolódott a 9-s exonban 20 
családtag esetében a protein C  génben, tehát magyar betegekben ez volt a mutációk által 
leggyakrabban érintett exon. Il-s típusú protein C  hiányt okozó új mutációt sikerült igazolni egy 
családnál (8476 C -  T, 254 Thr -  lie, PRO TEIN  C PÉCS). A  mutáció a katalitikus domént érinti, igen 
közel van a katalitikus triád egyik tagjához (Asp257), nem található meg a protein C  génben előforduló 
mutációk 1995-ben közölt adatbázisában é s az azóta közölt irodalomban sem, és co-szegregációt 
mutat a családban előforduló thromboemboliás megbetegedésekkel. Az új mutációt PRO TEIN  C PÉCS- 
nek neveztük el. A  többi igazolt missense mutáció megtalálható az 1995-ben közölt mutációs 
adatbázisban.
Ritka frameshift deléciót igazoltunk egy betegnél a 9-s exonban (8796-8801 del G, 364Met 
Trp, 378 Stop). A  beteg heterozigótának bizonyult a vizsgált defektusra, melyet a mutációs adatbázis 
ugyan emlit egy esetben, de kizárólag személyes kommunikáció alapján irodalmi hivatkozás nélkül. 
Fenotípust illetően l-s típusú protein C  hiányt okozott, jelentősen csökkent protein C  aktivitás és antigén 
szintekkel.
4,2.4. A  PROTEIN  C  G ÉN BEN  MUTÁCIÓVAL NEM  R EN D ELKEZŐ  B ET EG EK  E R ED M ÉN Y E I
A  vizsgált 34 protein C  hiányos családból 19 család 22 tagjánál nem igazolódott mutáció a 
protein C  génben ismételten alacsony protein C  anticoagulans aktivitások mellett, de verifikáltunk egyéb 
genetikai illetve véralvadási eltéréseket. 11 család esetében (a mutációra negatív családok 58%-ábari) 
a protein C  aktivitás ismételten határesetnek bizonyult (60-70% között). 1 családnál észleltünk alacsony 
protein S  aktivitást, 9  családnál alacsony ARC  rezisztenciát igazoltak vizsgálataink. Valamennyi APC  
rezisztens családnál (a mutációra negatív családok 47%-ánál) igazolódott az V-s faktor Leiden 
mutációja, 3 esetben homozigóta, 6  esetben heterozigóta formában. Egy 6 hetes csecsemőnél a máj 
éretlen szekréciós kapacitása é s homozigóta FV:Q506 Leiden mutáció jelenléte igazolódott. Lupus 
anticoagulans 2 családban volt detektálható, mindkét esetben FV:Q506 mutációval kombinálódva. 2 
családnál igazoltunk prothrombin gén mutációt (G20210A alléi jelenléte), 1 esetben protein S  hiánnyal, 
1 esetben FV:Q506 mutációval kombinálódva.
8 család esetében (a mutációra negatív családok 23%-ában) semmiféle genetikai eltérés nem 
igazolódott az ismételten szignifikánsan alacsony protein C  aktivitások hátterében sem szűrő 
módszerekkel, sem szekvenálással. Ez megfelel az irodalmi adatoknak (kb. 20%).
4.25. Ö SSZ E F Ü G G É S  A  PRO TEIN  C  AKTIV ITÁS É S  A  FV:Q506 (LEIDEN MUTÁCIÓ I 
ELŐ FO RDU LÁSA  K Ó Z Ö n
Az 300 vénás thromboembolián átesett beteg adatait feldolgozva megfigyelhető volt, hogy a 
FV.Q506 (Leiden mutáció) jelenlétekor csökken a protein C  aktivitás, heterozigóta esetekben kb. 20%- 
kal, homozigóta esetekben kb. 30%-kal. Homozigóta FV:Q506 (Leiden mutáció) fennállta esetén a 
protein C  aktivitás csökkenés szignifikáns (p<0.001), mind a Leiden mutációt nem hordozók protein C 
aktivitásához, mind a mutáció heterozigóta formájával rendelkezőkhöz viszonyítva.
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5. ÖSSZEFOGLALÁS ÉS ÚJ MEGÁLLAPÍTÁSOK
5.1. A  F IBR IN O L IT IK U S  R E N D S Z E R  V IZSG ÁLA TA  SO R Á N  N Y E R T  ERED M ÉN Y E IN K  
Ö SSZ E F O G LA L Á SA
1. Erős negatív korrelációt igazoltunk az euglobulin íízis idő (ELI) és a t-PA aktivitás között 
valamint gyengébb pozitív korrelációt az ELI és a PAI-1 aktivitás között egészséges önkéntesekben. 
Nem igazolódott korreláció az ELI és a t-PA antigén, valamint az ELI és a PAI-1 antigén szintek között. 
Megállapítottuk tehát, hogy a t-PA az az aktivátor, mely szerepet játszik a plazma euglobulin 
frakciójának feloldódásában, vagyis az euglobulin lízis idő az extrinzik fibrinolízist reprezentálja, 
elsősorban a  humán plazma t-PA aktivitását.
2. A  vénás okklúziós tesztet követően mért euglobulin lízis idők alapján az egészséges 
önkéntesek jól é s rosszu l reagáló csoportra voltak oszthatók.
Szignifikáns különbség volt észlelhető az euglobulin lizis időket és a t-PA aktivitásokat illetően a 
két csoport eredményei között. A  jól reagáló csoportban szignifikánsan rövidebb euglobulin lízis időt és 
magasabb t-PA aktivitásokat mértünk. Ennek hátterében az a tény állhat, hogy a rosszul reagálók 
csoportjában több férfi önkéntes volt és ismert, hogy a férfiak fibrinolitikus kapacitása csökkent a nőkhöz 
viszonyítva. Ennek oka az alacsonyabb t-PA aktivitásban, magasabb PAI-1 aktivitásban, magasabb t- 
PA  és PAI-1 antigén szintekben keresendő. A  nembeli különbségen kívül lehetséges magyarázat, hogy 
a rosszul reagáló csoportban szignifikánsan magasabb PAI-1 antigén szinteket mértünk. Vagyis a PAI-1 
antigén szint fontos szerepet játszik a t-PA aktivitás meghatározásában elsősorban a t-PA*PAM  
komplexek létrejötte révén.
3. A z  irodalomban elsőként közöltünk a flbrinolízis longitudinális vizsgálata során nyert 
eredményeket. Megállapítottuk, hogy az ELI, a t-PA és a PAI-1 aktivitásokban, valamint a t-PA é s a 
PAI-1 antigén szintekben nem volt szignifikáns változás a vizsgáit 4 hetes periódusban. De ezek mögött 
a relative konstans átlagértékek mögött a normál egyének mutathatnak jelentős különbségeket 
fibrinolitikus aktivitásaikat illetően. A  jól és rosszul reagálók csoportját kialakítva a posztokklúziós 
eredmények maradtak inkább konstansak, az okklúziós teszt előttiek már mutattak változásokat, 
elsősorban a t-PA aktivitást é s  a PAI-1 aktivitásokat illetően.
4. A  reszponder státusz a betegek többségénél (2/3-ánál) 4  hetes longitudinális analízis 
során konstans m aradL A  rosszul reagáló státusz klinikai jelentőségének meghatározása egészséges 
önkéntesekben további követést igényel, 2 évvel a vizsgálatot követően végzett felmérés során az 
önkénteseknél thromboemboliás megbetegedés nem fordult elő.
5. Az antithrombinopathiás betegeken végzett fibrínolizis vizsgálatok eredményei alapján 
elmondható, hogy a betegek több, mint felénél társuló a b n o rm á lisk é n t  a fibrinolitikus rendszer 
zavara is  észlelhető volt, é s  ez fokozta a betegek thromboembolia rizikóját. Ezeknél a betegeknél az 
euglobulin lizis idő megnyúlását és emelkedett PAI-1 aktivitást igazoltak vizsgálataink.
6. Az antithrombinopathiás családokon végzett hemoreológiai vizsgálatok eredményei alapján a 
betegek 60%-ánál m agasabb plazma-, é s  kb. 40%-ánál m agasabb teljes vér viszkozitás volt 
igazolható. A  viszkozitás! paraméterek alakulása szerepet játszik az antithrombinopathiás betegek 
thromboemboliás megbetegedéseinek kifejlődésében. Az erythrocyta aggregációban érdemi változást 
vizsgálataink nem igazoltak. FV: Q506 (Leiden mutáció) 3 betegnél, M TH FR  C677T alléi jelenléte 4 
betegnél igazolódott. Protein C  és S  hiány, FII 20210A illetve lupus anticoagulans egyidejű jelenlétét 
nem észleltük.
)5.2. A  C SÖ K K EN T  PRO TE IN  C  A KT IV ITÁ SSA L  R EN D E LK E ZŐ  B E T E G E K  V É R A LV A D Á S I É S  
G ENET IKA I V IZSG ÁLA T I E R E D M É N Y E IN E K  Ö SSZ E F O G LA L Á SA
1. 34 alacsony protein C  aktivitással rendelkező család 45 tagjánál végeztünk részletes 
véralvadási é s genetikai vizsgálatokat. Közülük 15 család 25 tagjánál igazoltak vizsgálataink 
mutációt a protein C  génben (44%), közülük három új, az irodalomban eddig nem közölt mutációt, 
melyek PRO TEIN  C  PÉC S, PRO TEIN  C  P É C S  2 és PROTEIN  C  P É C S  3 néven kerültek regisztrálásra.
A  23 családtagnál 9 féle missense mutáció, 1-nél nonsense mutáció és 1 esetben ritka 
frameshift deléció igazolódott. Valamennyi mutációval rendelkező beteg és családtag heterozigótának 
bizonyult a vizsgált mutációt illetően.
2. A  leggyakoribb mutáció típus magyar protein C  h iányos betegekben a 9-s exon missense 
mutációja (8604 G -  A, 297 Val -  Met), mely a katalitikus régióban helyezkedik el. A  mutáció szerepel 
az 1995-ben közölt adatbázisban. Valamennyi betegnél és családtagnál l-s típusú protein C  hiányt 
okozott.
3. Egyéb véralvadási és genetikai eltérések a protein C  génben mutációval rendelkező 
családoknál: 15 család 25 családtagja közül 21 fő l-s típusú, 4 fő ll-s típusú protein C  hiányban 
szenvedett. 3 családnál magasabb fibrínogén szinteket észleltünk, antithrombinopathia I. típus: 1 család 
2 tagjánál, II. típus: 2 család 3 tagjánál volt detektálható, A PC  rezisztencia 5 család 10 tagjánál 
igazolódott (közülük 1 beteg homozigóta, 9 beteg heterozigóta volt a FV:Q506 mutációra). Vagyis a 
protein C  génben mutációval rendelkező betegek é s családtagok 40%-a rendelkezett a FV  Leiden 
mutációjával, prothrombin gén mutáció nem volt igazolható.
4. Irodalmi adatok, a protein C  génre vonatkozó mutációs adatbázis és saját vizsgálataink alapján 
megállapíthatjuk, hogy veleszületett protein C  hiány esetében az igazolt m issense  mutációk 
egyértelmű Ö sszefüggése a kialakult fenotípussal, vagy a klinikai képpel nem igazolható. 
Ugyanazon mutációk egyik családban l-s, másikban ll-s típusú protein C  hiányt hozhatnak létre. A  stop 
kodont létrehozó mutációk és deléciók azonban legtöbb esetben l-s típusú protein C  hiányt okoznak és 
súlyosabb klinikai képpel járnak. Indokolt tehát az adatbázis bővítése, hogy a probléma további 
kutatására lehetőség nyíljon.
5. Eredményeink alapján FV:Q506 (Leiden mutáció) jelenlétekor csökken a protein C  aktivitás 
(heterozigóta esetben kb 20%-kai, homozigóta esetben kb 30%-kal). A  Leiden mutációra 
homozigóta állapot statisztikailag szignifikáns csökkenést okozott thromboembolián átesett betegek 
protein C  aktivitásában.
6. A  genetikai vizsgálatok jelentőségét a normálisnál alacsonyabb protein C  aktivitással 
rendelkező betegekben az adja, hogy segítségükkel identifikálhatok a mutációval rendelkező 
betegek, akiknél a veleszületett protein C  hiány diagnózisa egyértelműen megerősíthető. Ők már az 
első thromboemboliás eseményüket kővetően tartós, akár é lethosszig tartó anticoagulans 
kezelésre szorulnak. Ugyancsak indokolt a borderline protein C  aktivitással rendelkező (60 -  70%  
közötti) betegek genetikai vizsgálata is, hiszen közülük is kerülnek ki mutációt hordozó betegek. A  
határeseti protein C  aktivitással rendelkező betegek jelentős része azonban nem rendelkezik 
veleszületett protein C  hiánnyal, így nem szorul tartós anticoagulans kezelésre. A  véralvadási 
módszerek nem mindig nyújtanak elegendő segítséget a betegség biztos diagnózisához (ismert tény, 
hogy átfedés figyelhető meg a normális egyének és a heterozigóta protein C  hiányos betegek 
protein C  antigén szintje között).
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7. A  vizsgált 34 protein C  hiányos családból 19 család 22 tagjánál nem igazolódott mutáció a 
protein C  génben ismételten alacsony protein C  anticoagulans aktivitások mellett. A  mutációra negatív 
családok csaknem  60%-ában a protein C  aktivitás ismételten határesetnek bizonyult (60-70% 
között). A  mutációra negatív családok 47%-ánál A PC  rezisztenciát igazoltunk, egyéb véralvadási 
vizsgálati eredmények negatívak voltak. Valamennyi A PC  rezisztens családnál igazolódott az V-s faktor 
Leiden mutációja, 3 esetben homozigóta, 6 esetben heterozigóta formában.
8 család esetében (a vizsgált családok 23%-ában) semmiféle genetikai eltérés nem igazolódott 
az ismételten szignifikánsan alacsony protein C  aktivitások és antigén szintek hátterében sem szúró 
módszerekkel, sem szekvenálással. E z  megfelel az irodalmi adatoknak (kb. 20%). Prímereink az 
exonok (átíródó génszakaszok) és az exon-intron junkciók vizsgálatára alkalmasak, de az irodalmi 
álláspontnak megfelelően nem kerül sor a nem átíródó génszakaszok (intronok) genetikai vizsgálatára. 
Nagyobb jelentőséggel bírhatnak a protein C  géntől távol eső, de a gén expresszióját 
befolyásoló reguláló szekvenciák, vagy  transzkripciós faktorok (HNF1, HNF3, HNF6, PCE1 stb ), 
utóbbiak az átíródás stimulánsában vagy gátlásában vesznek részt, és mutációk jelenléte nélkül is 
képesek befolyásolni a protein C  fehérje koncentrációját.
8. A z  általunk alkalmazott szűrő  módszerek {PCR+ DGGE, PC R+  S S C P )  saját vizsgálataink 
és irodalmi adatok alapján alkalmasak a protein C  génben előforduló mutációk igazolására. A
protein C  gén 1-s exonjára vonatkozó szűrő módszer a gén 1-s exonját és a promoter régiót is vizsgálja, 
így a promoter régiót éríntő mutációk is verifikálhatok segítségével. A  szűrő módszerek negativitása 
esetén egyetlen esetben sem tudtunk D N S  szekvenálással mutációt igazolni a protein C  génben, s  ez 
módszereink megbízhatóságát jelzi. Fontos, hogy a szűrő módszerek jelentősen csökkentik a 
szekvenálások számát, így idő és költségkímélő eljárásoknak tarthatók.
9. Három új, korábban az irodalomban nem közölt mutációt írtunk ie a protein C  génben:
PRO TEIN  C  Pécs (9-s exon, 8476 C  -  T, 254 Thr - He),
PRO TE IN  C  Pécs 2  (3-s exon, 1493 A  -  G, 35 A sp  -  Gty),
PRO TE IN  C  Pécs 3  (7-s exon, 6231 G -  A, 173 Gty -G lu )
Igazoltunk még egy ritka frameshift deléciót (8796-8801 del G, 364Met -  Trp, 378 Stop), melyet a 
protein C  génre vonatkozó mutációs adatbázis kizárólag személyes kommunikáció alapján é s  nem; 
irodalmi hivatkozással említ.
Mintegy 40 éve ismert, hogy a vénás thrombosis öröklődő megbetegedés lehet Azóta a 
koagulációs és a fibrínolítíkus rendszer számos új komponense vált ismertté é s vizsgálat tárgyává rizikó 
tényező irányban. Jelenleg 6 abnormalitás elfogadott, mint egyértelmű genetikai rizikó tényező, ezek az 
antithrombin, protein C, protein S  deficienciák, a dysfibrinogenaemia, a FV:Q506 (Leiden) mutáció és a 
20210A alléi jelenléte a prothrombin génben. Korábban feltételeztek, hogy a familiáris thrombosisokat 
egy domináns gén defektusa okozza. Napjainkban a herediter thrombophiliát multigénes órőklődésű 
megbetegedésnek tekintjük, ahol más, eddig ismeretlen gének is fontos szerepet játszhatnak, 
befolyásolva ezzel a megbetegedés penetranciáját. Jelenleg a  legfontosabb feladat új rizikó faktorok 
megismerése, mivel a thrombophiliás családok 30- 40%-ánál egyik ma ismert rizikó fényezőt sem lehet 
igazolni. Ezekben a családokban nagy valószínűséggel ma még ismeretlen rizikó faktorok jelenléte 
okozza a thromboemboliás megbetegedéseket.
)
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